Counting Process Model for Gel Chromatographic Resolution Rate by 田中 久弥
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は じ め に
筆者 ら は さ き に ク ロ マ ト 分離操作 で着 目 す る こ成分の 溶 出 時 間差 (t l - t 2 ) /行Z耳石可 の 分布 を
考 え ， そ の 分散が そ れ ぞれの成分の溶出 時間分布 の分散 に 関係 な く 1 であ る こ と か ら ， 分離度 Rs に
そ の場合の平均値 を 代表的 な パ ラ メ ー タ と し て選 ん だ‘1) 。 も し 分布がこ の平均値 と 分散 1 の正規分布の
場合， ピー ク 巾 4 σ は 4 と な り ， R s/ 2 は 半 巾 値 で標準化 し た分離度 と な る 。 し か し 任意 に え ら ん だ
こつ の 成分の分離の進行状況 を 時 間 的 に 計数化 し て ， そ れ ら が分離 さ れ て い く 速 さ を 決め よ う と し た
場合 、 こ の よ う な 無次元 の 溶 出 時 間差 よ り も そ の 自 乗 ( t l - t 2 ) 2/ 4 ( σ1 2 + 112 2 ) を と れば， 分離に と も
な う 二成分溶 出 時 聞 の分散効果 を 表わ す こ と が で き ， 非 負 性 主主 O に よ り そ の 経時変化 を 分離単位数 と
し て カ ウ ン ト す る の に 好都合で、 あ る 。 こ の よ っ に し て 理論段 モ デルが経過時間 O な い し t で， あ る 成
分 の 溶 出 時 間 の分散効果 t2/σ2 を 理論段数 n S T と し て カ ウ ン 卜 し た め の と 同様な 計数プ ロ セ ス モ デル
の取扱 い がで き る 。 そ の 結果， あ る 操作条件の も と で， 所定の分離度 を 達成す る た め の カ ラ ム す法 を
推定 し た い と き ， 例 え ば一分離単位相 当 高 き の よ う な か た ち で分離の生起率 を 表す速度ノ f ラ メ ー タ を
流量 の よ う な 操作変数 と 相関 し て お け ば， 比較的容 易 に 推定が可能 と な る 。
以上の よ う な 見地か ら ， 本研究 では 分子量分画系 と し て 各種分子量の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ( 以
下 に は PEG と し る す ) ， 高分子量成分の脱塩系 と し て デ キ ス ト ラ ン - Nacl ( 以下に は BD-Nacl と し
る す ) な ど に た い す る ゲル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に つ い て 、 そ れ ぞれの成分の ク ロ マ ト グ ラ ム を も と に
移動相通過 時間 ん に お け る 平均分離単位数 NR S を 求め， 分離度 に た い す る カ ラ ム サ イ ズ， 操作 因子
な ど の影響 に つ い て 調べ た 。
従来の理論段 モ デル で は ， そ れ ぞれ の 成分の一理論段相 当 高 さ は モ デルパラ メ ー タ と し て 算 出 さ れ，
操作条件 と 関係 ず け ら れ て い る が， そ れ と 分離度 と の対応 は モ デルか ら は 直接導か れず， 別 途 に ， 関
係 式2) な どか ら 推測す る 以 外に な か っ た 3) 。
1 . 分離度 Rs と 平均分離単位数 NR S ( tC )
分子量分画 に 代表 さ れ る ゲル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー では ， 成分 1 の組成分率が α の場合， 着 目 す る 二
成分 の 溶 出 時間分布密度 I ( t ) = αI1 ( t )  + ( 1 一 α )12 ( t ) の分散は σ1 2 2 = α σ1 2 + ( l - a ) σ2 2 + α ( l - a )
( t E l - t E2 ) 2 と な り ， 右辺 第三項が分離の進行 と と も に 生 じ る 二成分の 溶出 時間差に よ る 分散効果 を
し め す こ と が わ か る 。 こ こ で等組成分率 α = 0 . 5 の場合 を 考 え ， 各単一成分の分散 に 起 因 す る 項 と し
て両者の和 σ1 2 + 62 2 = σ 2 で両辺 を わ る と ， σ1 //σ 2 = ( l/2 ) + 0 . 25 (  t E I  - t E2 ) 2 /σ2 と な る 。 右辺第二
項 (0 . 25 ) ( t  E l - t E 2 ) 2 / ( σ1 2 + σ2 2 ) は上でのべ た 標準化 し た分離度 Rs/2 の 自 乗 に な り ， こ の項 は 時 間
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経過 ( 0 ， t ) の 分離の進行に と も な う 溶 出 時 間 ピ ー ク の 分散 の平均的 な 増加 を 示す無次元項 で あ る 。
い ま ， あ る 時 間 t に お い て L1 t 時 間 だ け 経過 し た と き ， 分離 ピ ー ク の 広 が り が ( t l - t 2 ) 2/4 ( σ 2 十
σ2 2 )  = 1 だ け 増加 し て ， そ れ を ー単位の分離が進行 し た と す る 。 そ の L1 t 時 間 内 ではせ い ぜ い 一単位
の分離が進行す る だ け で， そ れ以上は 進 ま
ず， 推移確率 ρ ( 1 ， L1 t ) が L1 t に 比 例 し
xR S L1 t と す る 。 こ こ で， 比列 定数 XRS i 土 時
聞 の 逆数の単位 を も っ分離速度 ノ f ラ メ ー タ
で， 分離の生起率 であ る 。 経過 時 間 t と し
て 移動相通過 時 間 ん を 代表 的 な 操作 時 間
に選ぴ， こ の よ う に定義 し た 変数 ( t l ん ) 2 /
4 ( σ 1 2 + σZ 2 ) を 分離単位数 η R S と す れ は\
時 間 t c に お け る そ の分布 ρ ( η R S ， t C ) は
平均， 分散 と も に ( t E 1 - t E 2 ) 2/4σ 2 = XR S t C
と な る 。 こ の 分布 は一分離単位の生 起時 間
の 分布 が指数 分布 exp ( XR S ) で表 き れ る 場
合 に カ ウ ン ト さ れ る 分離単位数 n R S に た い
す る 次式 の ポ ア ソ ン分布 で あ る 。
FIG.1 RI OUTPUT C(t) PEG 200/4000 SYSTEM 
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ρ ( 刀 R S ， t c ) ニ ( X R 5 t C ) n R 5 exp ( - X R 5 t C ) / n R 5 ! 
ポア ソ ン 分布 の 場合， こ の分離単位数 n R S の 1 / 2 乗に 2 を か け た 変数， 分離度変数 ( t l ん ) /j;?
の 分布 は 平均値 ( t E 1 - t E Z ) /J;i ， 分散が 1 と 安定化 さ れ た 正規分布 と な る た め， こ の 平 均値 と し て
分離度 R s での 比較が可能 で、 あ る 。 な お ， こ の 分母 p の か わ り に ， 従来の分離度 で は 平均 ピー ク 巾
2 ( Ja円 ふ三 ) を 用 い て い る た め標準化 出 来 な い こ と がわ か る 。
2 . モ デル と 実験値 と の対応
実験の概要 と 条件の選定 用 い た 実験系 は ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 代表的 な 分子 量分画系 と し
て 比較的分子量 の 接 近 し た ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ( PEG 公称分子量200 な い し 4000 の 5 分画成分 )
系 お よ び極端 に は な れ た ブルー デ キ ス ト ラ ン ( BD ) Nacl 系 てコ カ ラ ム に は 内径 0 . 75cm で10 ， 15 ， 
20cm の 3 種類 の 長 さ か ら な る ポ リ ビ ニ ー ル 系 の 半硬質親水性 ゲル ( TOYOPEARL-HW 40C ) の 充填
カ ラ ム を 用 い た 。 溶離液 は 前者 で は 蒸留 水， 後者では， ゲルの 固定 イ オ ン の影響 を の ぞ、 く た め ， O . OlM 
Nacl 水溶液でい ず れ も 脱気 し た も の であ る 。
操作条件 の選定 に は ， 移動相通過 時 間 ん の 変域 を ひ ろ く と る よ 7 そ れ ぞ れ の カ ラ ム 長 き に つ い て
流速 を 変化 さ せ た 。 流量 条 件 に し て 0 . 8 な い し 1 . 8ml/min に な る よ う ク ロ マ ト グ ラ フ 用 ポ ン プ の 流量
設定 を し た 。 な お ， い ず れの実験条件に お い て も ， カ ラ ム の端効果 を 補正す る た め， カ ラ ム を は ず し
て 入 り 口 と 出 口 を 直結 し た 場合 の ピ ー ク に つ い て も 測定 し た 。
ピ ー ク 濃度 の 検 出 に は ， ( PEG ) 系 で は 示差屈 折率計 を ， ( BD ) -Nacl 系 で は uv 計 と 電 気伝導度計
を そ れ ぞ れ用 い ， そ れ ら の 電圧 出 力 を デー タ 処理装置 に と り こ ん で溶 出 時 間毎秒 ご と の ピ ー ク 値 と し
て フ ァ イ ル を 作成 し た 。
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実験結果 と モ デ ル と の対応 Fig. 1 に
は ， 代表例 と し て 15， 20cm 二種類 の カ ラ
ム 長 さ に た い す る ( PEG ) 200/4000系 ( 流量
0 . 8ml/min ) の ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 し た 。
い ず れ の 場合 も 第 一 ピ ー ク が分子 量4000
に ， 第 二 ピ ー ク が200 に あ た る 。 な お ， BD 
の 流出 時間 か ら 決め た 移動相通過 時間 は そ
れ ぞれ178， 239sec で あ る 。
Fig. 2 a に は ， ( PEG ) 200/4000系 で 15cm
カ ラ ム の結果か ら ， こ れ ら 二成分の 溶出 時
間差 ( t 1 ー ら ) = ，1 の分布 を そ れ ぞれ の 溶 出
時 間 の 実測分布密度 ん ( t ) ， ん ( t ) を も と
に 次式 で も と め た 値 を 点描 し ， IO b S ( L1 ) 二
f 11 ( t )ん ( t - L1 ) dt ， さ ら に平均 ( t E 1 - t E2 ) ，
分散 ( σ/ + σ2 2 ) の 正 規 分 布 N ( t E 1 - t E2 ，
σ 1 2 + σ2 2 ) の計算値 を 実線で示 し た 。
In o r m ( L1 ) = N ( t E 1 - t E2 ， σ 1 2 + σ2 2 ) = 
exp [ ー は 一 μ ) 2/262 ]/j27r6 2 
Fig. 2 b に は ， 同 ー の 系 で得 た 10cm と
20cm カ ラ ム に よ る 分 離度 変数 ( t 1 ー ら )/
p の 実 測 分布 を ， さ ら に Fig. 2 c に は
( BD-Nac1 ) 系 で 20cm カ ラ ム ， 流量1 . 8ml/
mm で得 ら れ た 同 一変数の実測分布 を そ れ
ぞ れ 点 描 し ， 平均 Rs ， 分散 1 の正規分布
N ( Rs ，  1 ) の 計算値 と 比較 し た 。
い ず れの場合 で も 溶 出 時間差の分布 に つ
い て 両者の 比較的 よ い 一致がみ ら れ る が，
す でに 述べ た よ う に ， こ れ ら の 分離度 Rs
は 分離単位数 n R S を 変数変換 し て そ の分布
の分散 を 1 で安定化 し た 結果得 ら れ る 正規
分布 の平均値 と 位置付け て 大差 は な い 。
Fig. 3 a ， b に は モ デルの適応性 を み る
た め， Fig. 2 b ，  c の そ れ ぞ れ の 系 の分 布
を も と に 次式 で算 出 し た 分離単位数 n R S の
実測分布 に よ る 1 ( n R S )  = 1 ( ，1  / j 62 ) / 
長示 と 上述 の モ デルに よ る 計算値 と の 比
較 を 示 し た 。 図 中 の 実測値は い ず れ も 計算
値がプ ロ ッ ト の よ う に 離散値 を と る こ と か
ら 混同 を き け て実線に よ る 補間線で表 し た 。
Fig. 3 b の ( BD-Nac1 ) 系 に た い す る 適合性
は 3 a の ( PEG ) 系 に 比較 し て やや わ る い
が， 分子量の極端 に 異 な る ふ た つ の 系 に た
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い す る モ デル と し て の近似は 良 好 で あ り ，
妥 当 な も の と 認め ら れ る 。
3 . 分離過程の速度パ ラ メ ー タ と 分
離度 と そ の 関係 因 子の定式化
上述 の分離単位数 の Fig. 3 で， 計算値 で
あ る ポ ア ソ ン 分布 ρ ( η R S ， t C ) で は 平均，
分散 と も に xR S t C であ る こ と か ら ， い ろ い
ろ な 分 子 量 の ( PEG ) 二 成 分 組合せ 系 と
( BD-Nacl ) 系 に つ い て ， 平 均分 離単 位数
NR S と し て 分母 の 定数 4 を は ず し た ( t E l ­
t E 2 ) 2 /σ 2 を 移動相通過時 間 t c に た い し て
点綴 し ， 直線関係 の 勾 配 よ り 分離速度パ ラ
メ ー タ XR S を 算 出 し た 。
分離度 と カ ラ ム サ イ ズ な ら び に 操作条件
と の 関係 を 定式化す る に は カ ラ ム 長 き を 平
均分離単位数 でわ っ た 一分離単位相 当 高 さ
あ る い は そ れ を ゲ、ル粒一子径 て寸つ り 無次元化
し た も の と 移動相通過流速 あ る い は そ れ に
( ケゃル粒子径/分子拡散係 数 ) を か け て 無次
元化 し た も の な ど の 項 で表 わ せ れば便利 で
あ る 。
Fig. 4 に は ， ( PEG ) 系 の 5 種類 の 分子 量
の 組合せ と ( BD- Nacl ) 系 に つ い て そ れ ぞ、
れ の 平均分離単位数 NR S と 移動相通過時間
ん の 点綴 を お こ な っ た 結果 を示 し た 。 実線
は 原 点 を と お る 直線 回 帰 式 を 表 し ， そ の 勾
配 は そ れ ぞれ の 系 に つ い て Table 1 に 記 し
た 通 り で あ る 。 図 よ り 明 ら か な よ う に
Table. l SLOPE OF THE REGRESSION 
LINES IN FIG. 4 
SYSTEM SLOPE 
BD- Nacl 0 . 298 
PEG 200/4000 0 . 112  
200/2000 0 . 0603 
200/1000 0 . 0304 
200/1000 0 . 00980 
200/400 0 . 00413 
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( BD-Nacl ) 系 を 含め て 組合せ た 分子 量比
の低下 と と も に平均分離単位数 な ら びに 速
度 パ ラ メ ー タ は 大 き く な り ， 分離の進行の
速 い こ と を 示 し て い る 。 平均分離単位数 と
時 間 ん と の 比例 関 係 は ， 時間 t c と 各成分
の 溶 出 時間 ( t E - t C ) と の 比例 関係2) t E -
t c = HK ん か ら ， 速度パラ メ ー タ 1CRS が単
位 t c 時 間 あ た り の移動相 と 固定相 と の 間 で
お こ る 各成分 の循環回数 に依存 し て い る こ
と を 示す。 な お， こ の比例定数 HK は一般
の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で保持比 と し て 用 い
ら れて い る パ ラ メ ー タ で あ る 。
つ ぎ に ， 分離度 に た い す る カ ラ ム な ら び
に そ の操作条件の対応 を み る の に ， 一分離
単位相 当 高 さ HR S を カ ラ ム長 さ L /平均分
離単位数 NR S と し て算出 し ， こ れ と 移動相
通過速度 U と の関係て安 し て み た 。 HR S は
L / ( Rs ) 2/4 の よ う に， 分離度 Rs の 一 2 乗
に 比例 し て お り ， Fig. 3 の 直線関係か ら は
分離度 Rs が L の 1 / 2 乗に 比例す る と い
う 従 来 と 同様の 関係2) が あ る こ と を 示 し て
い る 。 Fig. 5 a ， b に は得 ら れた NR S で カ
ラ ム 長 さ L を わ っ て 求め た 一分離単位相 当
FIG.5a PLOTS OF HRSU VS. U - (PEG) SVS花M
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高 き HR S を 移動相流下速度 U に た い し て 点
綴 し た 。 HR S は U/1CRS  に 等 し く ， 図 中 の 各実線は そ れ ぞ れ の 分 子 量 の 二 成 分 ( PEG ) 系 な ら び に
( BD-Nacl ) 系 に た い す る 原点 を と お る 直線 回 帰式 を 表 し て お り ， そ の 勾 配 は l /1CRS であ る 。 こ の関
係 は ま た 分離度 Rs が流下速度 U の - 1 / 2 乗 に 比例 す る こ と を 示 し て い る 。
お わ り に
ゲル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー での任意 の 成分 間 の 分離速度過程に つ い て ， 分離 ピ ー ク の分散 の 時 間 経過
に よ る 変化に 注 目 し て ， 移動相通過 時間 t c に お け る 分離単位数 n R S ニ ( t 1 - t 2 ) 2/ 4a2 を カ ウ ン ト す る
計数 プ ロ セ ス モ デルの適用 を 試 み た 。 こ の場合分布 の平均値 NR S = ( t E 1 - t E2 ) 2/4a 2 は 分散 と 等 し く
( Rs/2 ) 2 で， ピ ー ク 半 巾値 2 で標準化 し た 分離度の 自 乗に 相 当 し て お り ， 分離速度パラ メ ー タ 1CR S と
ん と の積 に 等 し い こ と か ら パ ラ メ ー タ 1CR S が決め ら れ， さ ら に 分離度 と 操作条件な ら びに カ ラ ム サ イ
ズが ひ と つ の モ デルで関係ず け ら れ た 。
実験値 と の対応 と し て ， 公称分子量200 な い し 4000 の分画 成分 を 組み 合 わ せ た ( PEG ) 系 な ら びに
( BD-Nacl ) 系 で諸種の 操作条件の も と で得 ら れ た ク ロ マ ト グ ラ ム に つ い て ， n RS の実測分布 と モ デ
ル に よ る ポ ア ソ ン 分布 と の 比較か ら そ の 妥 当 性 を し ら べ た 。 得 ら れ た NR S と ん と の 点綴 よ り ， 原点
を と お る 直線関係 の 勾 配 と し て 分離の速度パ ラ メ ー タ 1CRS を 算 出 し ， 分子量 の ひ ら き に よ る 分離の難
易 を 分離単位の生起率 と し て 数量化 し ， ま た 平均一分離単位相 当 高 き L /NR S と 移動相通過速度 U と
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の 点綴 を 用 い て ， 分離速度 に た い す る 移動相， 固 定相相互 間 の速度過程の 関係が定式化 で き た 。
使 用 記 号
λ (  t ) : Elution time distribution density 
function of component i [l/sec] 
H R S  : Equivalent height of one resolution 
unit [cm] 
L : Colurnn length [cm] 
N ( μ ，  ð 2 ) : N ormal distribution function 
[ - ] 
N R S  : Mean numbers of resolution unit 
[ - ] 
n R S : Numbers of resolution unit [ - ] 
n S T  : Numbers of theoretical stage [ 一 ]
ρ (  n ， t )  : Probability function of counting 
proc白s model [ - ] 
R s : Resolution defined by L1 t E / j示 [ 一 ]
Time [sec] 
t c Convection time [sec] 
t E Mean elution time [sec] 
U : Interstitial flow velocity [cm/sec] 
L1 t Elution time difference [sec] 
}( R 5 : Resolution rate parameter [l/sec] 
σ1 2 Elution time variance of 
i component [sec2 ] 
σ 2 Time variance defined by 
σ1 2 十I σ2 2 [sec2 ] 
Literature Cited 
1 )  H. Tanaka， and T. Yamamoto : KAGAKU KOGAKU 56 ANNUAL MEETING PREPRINT， 
D1 14， TOKYO (MARCH， 1991)  
BULL. of FACULTY of ENGNG. TOYAMA UNIV. ， 43 ，  93- 101 (MARCH， 1992) 
2 )  S. Kato， M.  Tanigaki and T. Nitta : "Bunri Kougaku"，  Ohm-Sha， Tokyo (1992) 
3 ) H. Tanaka : ケ ミ カ ル エ ン ジ ニ ヤ リ ン グ， 39， 6-11  (SEPT. 1994) 
本論文 は 化学工学会 第27 回 秋季大会 C-320 ( 名 古屋， 平 成 6 年 9 月 29 日 ) に て 発表 し た 。
。/ハ町つω可'i
田 中 : ゲル ク ロ マ ト ク ラ フ ィ ー に お け る 分離過程の 計数 プ ロ セ ス モ デ ル
Counting Process Model for Gel Chromatographic Resolution Rate 
Hisaya Tanaka 
The counting process of numbers of resolution unit n R S  in time interval (0， [ )  was considered. 
The variance effects of the band resolution with the developing elution time differences 
defined by ( t 1 - [ 2)2/40- 2 correspond to the n R S  and these distributions are approximated by the 
Poisson probability function with the mean and variance equal to (Rs/2)2 denoted by N R S . 
Therefore the resolution rate parameter XR S in time interval (0， [ c ) can be estimated by the 
linear relationship N R S  = XR S [ c .  
Using this process model， the gel-chromatography data of  molecular weight fractionation of 
PEG system and desalting of BD-Nacl system as an example of macromolecular-salt system 
were analyzed and the rate parameters were correlated with the column size and operating 
conditions. 
〔英文和訳〕
ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お け る 分離過程の計数 プ ロ セ ス モ デル
田 中 久 弥
時間 ( 0 ， [ ) に お け る 分離単位数 n R S の 計数 フ。 ロ セ ス を 考察 し た 。 ( t 1 - [ 2 ) 2/40-2 で表 き れ る 溶出
時間差 の発達に と も な う バ ン ド の分離具合 い の分散効果は n R S に 相応 し ， そ の分布は平均， 分散 と も
に NR S と 記 し た ( Rs/2 ) 2 の ポ ア ソ ン 確率関数 で近似 で き る 。 こ の よ う に し て 時 間 ( O ， t c ) の 分離
速度ノ f ラ メ ー タ XR S は NR S と ん の 直線関係 NR S = XR S t C か ら 算 出 で き る 。
こ の よ う な プ ロ セ ス モ デル を 用 い て ， PEG の分子量分画 系 な ら びに マ ク ロ モ レ キ ュ ラ ー の脱塩の一
例 と し て BD-Nacl 系 の ゲル ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の デー タ を 解析 し ， 速度パ ラ メ ー タ を カ ラ ム サ イ
ズ， 操作条件 と 関係 ず け た 。
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